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经原纤维缠结(neurofibrillary tangle, NFT)和细胞外形成淀粉样斑(senile plaque, 
SP)。淀粉样斑主要由淀粉样蛋白(Aβ)组成。目前绝大多数观点认为 AD 的发病
主要是由于大脑中 Aβ 的过度产生和堆积所造成。Aβ 是由 β 分泌酶和 γ 分泌酶
顺序切割 APP 产生的，γ分泌酶是一种大分子复合物，由 presenilin(包括 presenilin 
1 and presenilin 2)、nicastrin, APH-1 和 PEN-2。Presenilin1(PS1)又是 γ分泌酶的
重要组分之一和活化中心，所以开展 PS1 的功能和调控研究对明确 AD 的发病机
制和开展针对 AD 有效的治疗方法有着重要意义。 
 
本实验室前期工作采用酵母双杂交法在人胎脑 cDNA 文库筛选出了一个能
与 PS1 相互作用的蛋白质——CHIP(Carboxyl terminus of Hsc 70-interacting 
protein)。由于 CHIP 可与热休克蛋白相互作用，在热激过程中扮演着重要角色，
因此本课题以 PS1 与 CHIP 能够相互作用为前提，检测了热激及其复育过程中
CHIP、PS1 和其它与 Aβ产生相关蛋白质表达水平的变化情况。我们的研究结果
发现在热激过程中 PS1 的表达水平逐步降低，而 CHIP 的表达水平逐渐升高。同
时在热激过程中 Aβ的表达水平降低了。其它与 Aβ产生相关的蛋白质，如，APP、
PEN2、BACE，则无明显变化。同时也发现在热激过程中，CHIP 与 PS1 的相互
作用变强。 
 
这些研究结果表明了热激状态下 CHIP 可下调 PS1 的表达，使得 γ分泌酶的




















Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder. There are 
two important pathological features in the brain of AD patients: neurofibrillary tangle 
(NFT) and senile plaque(SP). Senile plaques are composed of β-amyloid(Aβ)peptides, 
whose excessive generation and aggregation is regarded as a primary cause of AD 
pathogenesis. Aβ is derived from its precursor protein APP through sequential 
cleavages by the β-secretase and the γ-secretase. The γ-secretase is a high molecular 
weight complex consists of presenilin (PS, including PS1 and PS2), nicastrin, APH-1 
and PEN-2. Because PS1 is the catalytic core of the γ-secretase and has many other 
physiological functions, full elucidation of PS1 functions, as well as its regulation, 
will provide important information for understanding the mechanism of AD and for 
developing effective therapeutics.. 
In our previous study, we utilized yeast two-hybrid system to identify PS1- 
interacting proteins from the human fetal brain cDNA library and identified a 
interacting protein as CHIP(Carboxyl terminus of Hsc 70-interacting protein). Since 
CHIP interacts with heat-shock proteins and functions in heat shock conditions, in 
present study we investigated the levels of CHIP, PS1 and other proteins involved in 
Aβ production upon heat shock. Our results indicate that the level of PS1 decreased 
gradually, the level of CHIP increased gradually in contrary to that of PS1. The level 
of Aβ was decreased under heat-shock. The level of other proteins associate with Aβ 
production had no significant change after heat-shock, and the interaction of the CHIP 
and PS1 was increased under heat-shock. 
Our results indicate that in heat-shock circumstance, CHIP inhibits the 
expression of PS1 so as to decrease the γ-secretase activity, leading to decreased 
secretion of Aβ. These studies reveal that CHIP can regulate PS1 in abnormal 
condition and may serve as a potential therapeutic target of AD.  
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英文缩略词   
英文缩写           英文全名           中文名称  
AD       Alzheimer’s disease               老年痴呆症；阿尔茨海默氏症  
AICD     APP intracellular domain       APP 被 γ-分泌酶切割后产生的胞 
内结构域  
APH-1    anterior pharynx-defective 1     γ-分泌酶复合体的组分之一  
βAPP     beta-amyloid precursor protein   β-淀粉样前体蛋白  
Aβ       beta-amyloid                   β-淀粉样蛋白  
BACE    beta-site APP cleaving enzyme    β-分泌酶  
CTF     C-terminal fragments            羧基末端片段  
cDNA    complementary DNA            互补脱氧核糖核酸  
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Med  Dulbecco’s 的改良 Eagle’s 培养基  
EDTA    Ethylenediamine tetracetic acid   乙二胺四乙酸  
ER      Endoplasmic Reticulum          内质网  
FAD     Familial Alzheimer’s disease     家族性老年痴呆症  
NCT    nicastrin                       γ-分泌酶复合体的组分之一  
NFTs    neurofibrillar tangles            神经元纤维缠结  
NICD   Notch intracellular domain       Notch 被 γ-分泌酶切割后产生胞 
内结构域                              
Notch                                 大分子 I 型跨膜糖蛋白  
NTF    N-terminal fragments            氨基末端片段  
PBS    Phosphate-buffered saline         磷酸盐缓冲液  
PCR   Polymerase Chain Reaction        聚合酶链式反应  
PEN-2  Presenilin enhancer 2             γ-分泌酶复合体的组分之一  
PSs    Presenilins                      早老素  
RNAi  Interference RNA                 RNA 干涉技术  
SAD   Sporadic Alzheimer’s disease       散发性老年痴呆症  
SDS   Sodium dodecyl sulfate            十二烷基磺酸钠  
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tangle, NFT)和细胞外淀粉样斑(senile plaque, SP)；其它病理特征还包括脑皮质普
遍萎缩、突触及神经元的丢失、神经细胞内颗粒空泡样变性、双螺旋纤维(paired 
helical filaments, PHFs)增多、淀粉样物质沉积脑血管(amyloid -laden cerebral 
vessels)等[1]。AD 已经成为威胁人类健康的一个重大问题。美国 1998 年老年痴
呆人数接近 400 万，医疗费用高达 1千亿美元[2]；随着人口的老龄化，预计到 2040





架变质假说(neuronal cytoskeletal degeneration hypothesis)[4]和淀粉样蛋白级联假





氧簇的形成，引起 Ca 离子内流，诱导 tau 蛋白的磷酸化进而导致神经元纤维缠
结的形成。Aβ具有细胞毒性，在体外用 Aβ处理细胞，以及将 Aβ注射到老鼠的
大脑中都会引起细胞死亡，因此 Aβ的过量生成被认为是导致 AD 的一个主要原
因
[6-8]
。因此，Aβ的形成是 AD 发病过程中非常关键的事件。 
1.1.2 β-淀粉样蛋白的形成 
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是 I 型跨膜蛋白，有两条代谢途径。一方面，βAPP 的胞外区可以首先被 β-分泌
酶在 Aβ的 1 或 11 位置水解，所产生的跨膜片段 βCTF 再进一步被 γ-分泌酶在膜
双分子层内水解，从而生成 Aβ40 或 Aβ42 见图 1-1。另一方面，βAPP 在其胞外
区更靠近膜的位置(Aβ的 17 位置)可以被 α-分泌酶水解生成可溶性分子 sAPPα和
跨膜片段 αCTF，αCTF 进一步被 γ-分泌酶水解生成 p3 片段。 
 
图 1-1 Aβ前体蛋白 βAPP 的水解切割的途径  
 Figure 1-1 Proteolytic processing of βAPP 
摘自 Frank LaFerla 2002, Nat. Rev. Neurosci, 3: 284 
注：I 型跨膜蛋白 βAPP 可以被 β-分泌酶在 Aβ的 1 或 11 位点内切水解生 βCTF。
βCTF 进一步被 γ-分泌酶在 Aβ的 40 或 42 位点水解生成不同的 Aβ种类。另一方面，
βAPP可以被 α-分泌酶在Aβ的17位点水解生成αCTF 和具有神经保护功能的 sAPPα。
αCTF 进一步被 γ-分泌酶水解生成 p83 片段。 
α-分泌酶的活性主要集中在细胞膜上。βAPP 在细胞膜上被 α-分泌酶水解后，
其胞外可溶性片段 sAPPα直接分泌到细胞外间质。sAPPα具有神经保护的功能。
由于 α-分泌酶的切割位点位于 Aβ的 16 和 17 氨基酸之间，因此 αCTF 进一步被
γ-分泌酶水解所生成的 p3 片段不具有致病性。通过对不同蛋白酶抑制剂对 sAPPα
生成影响的研究表明，α-分泌酶是一种金属蛋白酶(metalloprotease)。Adamalysin
蛋白家族的几个成员，如 α 肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor-α , TACE, 或
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用。运用过度表达和 RNAi 技术发现在人的成胶质细胞瘤(glioblastoma)细胞中，
TACE，ADAM10 和 ADAM9 都在相似程度上参与了 α-分泌酶对 βAPP 的水解。  
β-分泌酶(也称 BACE1)是 I 型跨膜天冬氨酸蛋白酶，在其细胞器腔内部分含
有两个活性位点，每个都包括天冬氨酸蛋白酶的标记序列 DT/SGT/S [13]。BACE 
位于酸性的细胞器如胞内体(endosome),反式高尔基体网络(trans-Golgi network, 
TGN)等。纯化的 BACE1 在酸性条件下活力最大。此外在细胞中过度表达 BACE1
会增加 βAPP 的 βCTF，降低 sAPPα的分泌。在一些自发性 AD 中发现 BACE 的
活性增加。最近在转基因小鼠研究中发现，将 BACE1 完全敲除后，这些转基因
小鼠没有 Aβ产生，但小鼠仍然健康存活，表型正常[14,15]。这一结果为通过抑制
BACE 的活性来降低 Aβ，从而治疗 AD 提供了直接的动物模型证据。现在这方
面的挑战来自于寻找只针对 BACE1 的小分子抑制剂。  




成 Aβ 产生减少和 CTF 片段堆积[19]。目前认为，哺乳动物的早老蛋白有两个 PS
同源异构体 PS1 和 PS2，它们的基因突变和 FAD 相关。已知的 PS1 基因突变已
有 100 多种，这些突变使得 Aβ42 选择性升高，是 50%家族性早发性 AD 的病因
[20,21]。由于 Aβ生成的最终步骤需要 γ-分泌酶的参与，因此理论上说抑制 γ-分泌
酶的活性应该可以有效地治疗 AD。研究者们对此已经进行了大量的研究。但是
γ-分泌酶的底物除了 βAPP 以外，还包括 Notch，低密度脂蛋白受体相关蛋白




理学功能。虽然一些研究显示某些非类固醇抗炎药物 (non-steroid anti- 
inflammatory drugs, NSAIDs)以及小分子药物如 gleevec 可以选择性地抑制 γ-分泌
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临床研究表明 AD 可分为多见的、散发的 AD(sporadic AD, SAD)及少数（约





和 α2 巨球蛋白(A2M)[25]为主要的风险基因；早发性、家族性 AD 可由淀粉样前
体蛋白 APP 基因和早老素(Presenilins，PSs)基因的突变所致[26, 27]。 
1.2 PS1 的研究概况 
1.2.1 PS1 的结构 
1992 年 Schellenberg 等[28]进行遗传连锁分析发现，早发型家族性 AD               
(early onset familial AD，EOFAD)的一个相关基因位于 14 号染色体，定位于
14q24.3，当时命名为 AD3 基因座，1995 年 Sherrington 等[29]用定位基因克隆技
术确定了 AD3 的最小分离区，克隆了一个 AD 相关基因，并将此基因命名为 S182
基因。同年，Clark 等[30]将该基因命名为 PS1 基因。PS1 基因全长约 83kb，因转
录起始位点的不同，可形成 27kb 和 7.5kb 两种 PS1 mRNA 转录子，共含有 13 个
外显子，其中第 1 外显子至第 3 外显子为非翻译区，第 4 至第 13 外显子参与编
码 PS1 蛋白。 
PS1 蛋白是一个由 467 个氨基酸组成的多次(6~9 次)跨膜蛋白，分子量为
47kDa。虽然 PS1 蛋白确切的分子结构尚不完全清楚，但许多研究[31,32]表明，





认为 PS1 是一个含有 9 个 TM 和 8 个连接 TM 的 HL 的 9
次跨膜的蛋白，其中第 6 跨膜区(TM6)和第 7 跨膜区(TM7)的第 6 亲水环(HL6)
比较大；PS1 的氨基端，羧基端和 HL6 均面向胞膜的胞质内，如图 1-2 所示。也
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图 1-2 PS1 的结构示意图  
    Figure 1-2 Schematic representation of PS1  
        摘自 Bart De Strooper 2007, EMBO, 8: 143 
注：PS1 的 9 次跨膜结构模型示意图，含有 9 个疏水跨膜区(Transmenbran,TM)和 8
个连接 TM 的亲水环(hydrophilic loop, HL)，其中第 6 跨膜区(TM6)和第 7 跨膜区(TM7)
的第 6 亲水环（HL6）比较大。  
1.2.2 PS1 的功能 
1.2.2.1 PS1 参与 γ-分泌酶活性 
   全长的 PS1 蛋白并不具 γ-分泌酶活性，它在内质网合成后很快经水解生成
PS1-NTF 和 PS1-CTF，两者结合形成异二聚体，该形式才是组成 γ-分泌酶活性
的催化成分
[37]
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以影响 γ-分泌酶活性，它们虽然远离 γ-分泌酶活性中心，但可能在维持 γ-分泌酶
结构方面发挥一定的作用。还有一种剪切位点突变
[42]
，在外显子 9 的 3’的第 8
个内含子中 G→T，导致剪切位点的破坏，产生不含外显子 9 的 PS1 mRNA，由
于外显子 9正好编码 TM6和 TM7之间的HL6，导致产生的HL6短于正常的 PS1，
而且缺少被 PS1 蛋白酶水解的切割位点，所以这种突变产生的 PS1 蛋白只能以
全长的形式存在，不能水解为 PS1-NTF 和 PS1-CTF，但是由它组装成的 γ-分泌
酶仍然具有部分活性
[43]





1.2.2.2 在 Notch 信号途径中的作用 
Notch 信号传导途径在无脊椎动物和脊椎动物中广泛存在且高度保守，此途
径主要介导细胞分化的抑制信号, 在胚胎发育中起重要作用；Notch 信号途径由
Notch、Notch 配体(DSL)蛋白和 CSL(一类 DNA 结合蛋白)等组成[47]。Notch 是 I
型膜蛋白，也是 γ-分泌酶的底物之一。Notch 前体首先在高尔基体被 furin 样蛋
白酶在 S1 位点切割为两个片断，它们结合在一起被转运到细胞膜形成异二聚体。
当配体结合到 Notch 胞外区后，被肿瘤坏死因子-α- 转化酶(TNF-α-converting 
enzyme，TACE)在 S2 位点切割为胞外部分和与膜黏连的胞内部分；胞内部分再
由 γ-分泌酶在靠近胞膜内的 S3 位点切割，释放 Notch 胞内区 Notch Intracellular 











报道 APP 也可以被 γ-分泌酶在 ε位点(βAPP 的 721 位置)切割产生
AICD(APP Intracellular Domain)并释放到胞内，该位点等同 γ-分泌酶切割 Notch 
的 S3 位点。AICD 单独存在时很不稳定，被迅速降解；当 Fe65、Tip60 等蛋白因
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